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1 UVOD 
Standardne terapije za zdravljenje raka so kirurgija, radioterapija in sistemsko zdravljenje s 
kemoterapijo. Te terapije sicer lahko dosežejo zdravilne učinke, vendar normalno le za kratek čas 
in so spremljane s stranskimi učinki, ki zmanjšujejo kvaliteto življenja. Incidenca rakavih obolenj 
v Sloveniji narašča in se predvideva, da bo zaradi staranja prebivalstva v prihodnjih letih 
obolelost še večja. Groba incidenčna stopnja se je v zadnjih dvajsetih letih skoraj podvojila, v 
zadnjem desetletju se v povprečju veča za 2,1 % letno. Najpogostejše vrste raka v Sloveniji so 
kožni rak (brez melanoma), rak prostate, rak debelega črevesa in danke, rak dojke in rak pljuč. 
Najpogosteje se pri bolnikih, sprejetih na Onkološki inštitut Ljubljana, izvaja obsevanje, nato 
sistemska zdravljenja in nazadnje kirurški poseg (Zadnik in sod., 2019).  
 
Med sistemskimi zdravljenji v zadnjem času velik pomen pridobivajo imunske terapije. Le-te 
namesto neposrednega zdravljenja tumorjev izrabljajo potencial človeškega imunskega sistema, 
da se bolj uspešno bojuje proti raku. Spodbujanje bolnikovega telesa, da z lastnim obrambnim 
sistemom napade in uničuje rakave celice lahko poteka na različnih nivojih, od vakcin do 
stimulacije celic T, ki učinkovito uničujejo rakave celice. Pri CAR T celični imunoterapiji se 
celice T spremeni z vstavitvijo gena, ki kodira himerni receptor za tumorski antigen (angl. 
Chimeric antigen receptor, CAR). Ta se nato izraža na njihovi površini in specifično veže na 
tumorske antigene. CAR T celična terapija predstavlja prelomnico pri zdravljenju hematoloških 
malignomov, saj so bolniki, ki so v preteklosti neuspešno prestali vsaj dve sistemski terapiji 
(kemoterapija, radioterapija), po prejetju CAR T celične terapije popolnoma ozdraveli oz. je ta 
vodila do izboljšanja zdravstvenega stanja. CAR T celična terapija je uspešna terapija za 
zdravljenje hematoloških malignomov vključno z B celičnimi limfomi, T celičnimi limfomi, 
akutno mieloblastno levkemijo, Hodgkinovim limfomom in multipli mielomi. 
 
Želja znanstvenikov je seveda doseči takšno uspešnost tudi pri terapiji čvrstih tumorjev, katerih 
zdravljenje pa je nekoliko bolj kompleksno in vsebuje nemalo ovir. Eden od ključnih dejavnikov 
za uspeh CAR T celične terapije je izbira idealnih tarč, katere bi naj bile enakomerno izražene na 
površini tumorskih celic in bile odsotne na celicah zdravih tkiv. Skoraj vsi B celični limfomi 
povišano izražajo CD19 in so torej idealne tarče za CAR T celično imunoterapijo. Zaradi velike 
heterogenosti v izražanju s tumorjem povezanih antigenov (TAA) je iskanje idealnih tarč pri 
čvrstih tumorjih težavneje. Za razliko od hematoloških malignomov morajo CAR T celice pri 
čvrstih tumorjih uspešno pripotovati iz krvi do mesta tumorja, kljub potencialnim neujemanjem 
kemokinskih receptorjev na celicah T in tumor-izvirajočega kemokina. Nato morajo CAR T 
celice prodreti v stromo čvrstih tumorjev, da izrazijo specifično citotoksičnost proti TAA. Tudi 
po uspešnem pripotovanju in vstopu v čvrst tumor, lahko celice T postanejo nefunkcionalne 
zaradi (1) tumorskega mikrookolja, za katerega je značilen oksidativni stres, povzročen s 
hipoksijo, pomanjkanjem hranil in kislim pH, (2) prisotnosti inhibitornih topnih faktorjev in 
citokinov ter (3) imunosupresorskih celic. Nenazadnje so lahko problematične tudi same CAR T 
celice zaradi potencialne imunogenosti in toksičnosti. Tehnična izboljšava obstoječih CAR T 
celic je že dosegla spodbudne rezultate pri uporabi CAR T celične terapije za zdravljenje čvrstih 
tumorjev (Newick in sod., 2017). Namen diplomskega dela je predstaviti izboljšanje CAR T 
celičnih struktur skozi generacije,  podrobneje opisati prepreke, s katerimi se znanstveniki 
soočajo pri zdravljenju čvrstih tumorjev s CAR T celicami ter predstaviti možne rešitve. 
Nazadnje bom predstavila klinično študijo uporabe CAR T celic za zdravljenje raka debelega 
črevesa in danke. 
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2 PROIZVODNJA CAR T CELIC 
Prvi korak pri proizvodnji CAR T celic je nabor bolnikovih mononuklearnih celic periferne krvi 
(PBMC) z leukaferezo, iz katerih so kasneje izolirane celice T (slika 1). Celice T so ločene od 
preostalih celic v krvi glede na njihovo velikost in gostoto, preostanek krvi pa se vrne v krvni 
obtok bolnika. Po izolaciji in očiščenju celic T sledi njihova aktivacija. Aktivacija je lahko 
dosežena z (1) antigen predstavitvenimi celicami (APC), na primer z dendritičnimi celicami, ki so 
endogeni aktivator celic T, (2) preko umetnih sistemov antigen predstavitvenih celic (aAPC) ali 
(3) s proti-CD3 protitelesi ob prisotnosti interlevkina 2 (IL-2). Aktivirane celice T so nato 
spremenjene tako, da izražajo CAR transgen. Najpogostejši ekspresijski vektorji za stabilno in 
trajno vstavitev gena so γ-retrovirusni vektorji, lentivirusni vektorji in transpozon/transpozazni 
sistem. Lentivirusni sistem se od retrovirusnega razlikuje v tem, da je neodvisen od celične 
delitve in je bolj učinkovit pri transfekciji nedelečih se celic (Naldini in sod., 1996).  V zadnjih 
letih je vedno več laboratorijev začelo uporabljati nevirusne dostavne sisteme kot so 
SleepingBeauty in piggyBac transpozon/transpozazni sistem za dostavo genov z elektroporacijo. 
Le-ti so cenejši in tudi enostavnejši za izdelavo napram virusnim sistemom, vendar so zaradi 
naključne vstavitve gena in manjše učinkovitosti transfekcije manj idealni za uporabo. Za 
proizvodnjo CAR T celic je bila uporabljena tudi vstavitev mRNA z elektroporacijo ali 
endocitozo, vendar nestabilnost mRNA molekule omogoča le prehodno ekspresijo CAR 
konstrukta, kar omejuje njeno učinkovitost. Ta pristop se uporablja za ovrednotenje potencialno 
toksičnih CAR molekul, ki bi lahko škodile zdravim tkivom (Beatty in sod., 2014). 
 
 
Slika 1: Postopek odvzema bolnikove krvi, spreminjanja celic T in vrnitev spremenjenih celic T v bolnikov krvni 
obtok (Zhao in Cao, 2019). 
Po učinkoviti transfekciji je potrebno CAR T celice namnožiti s citokini ali APC, preden se te 
injicira nazaj v bolnikov krvi obtok. Celično kulturo se skoncentrira do volumna, ki se lahko 
injicira v bolnika. Celice se transportira zamrznjene in se jih pred uporabo odtali. Navadno se 
pred injiciranjem CAR T celic izvede limfodeplecija s kemoterapijo. Z limfodeplecijo se 
odstranijo imunosupresorske celice z uporabo kemoterapevtikov ali z obsevanjem celotnega 
telesa. Limfodeplecija naj bi zmanjšala imunosupresorske učinke celic v tumorskem okolju in 
izboljšala protitumorsko delovanje in namnožitev CAR T celic in vivo. V tem procesu se zmanjša 
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število regulatornih celic T (Treg), ki zavirajo imunske odgovore. Prav tako naj bi limfodeplecija 
zmanjšala nabor endogenih limfocit, katere tekmujejo s CAR T celicami za citokine (posebej IL-
7 in IL-15), potrebne za delitev in preživetje celic T. Nenazadnje naj bi limfodeplecija zagotovila 
tudi fizični prostor za infuzijo CAR T celic (Rohaan in sod., 2018). 
3 SPREMINJANJE CAR T CELIC SKOZI GENERACIJE 
Ob genskem spreminjanju se celice T opremi s himernim receptorjem za tumorski antigen 
(CAR), ki se nato izraža na površini celic T. CAR T celice tako specifično prepoznajo in uničijo 
celice tumorja neodvisno od poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa (MHC). CAR 
konstrukte lahko razdelimo na 3 komponente: (1) ekstracelularna domena je pomembna pri 
prepoznavi antigena in sestavljena iz enoverižnega variabilnega fragmenta (scFv), ki običajno 
izvira iz težkih in lahkih verig TAA-specifičnih monoklonskih protiteles. Ta domena CAR T 
celicam omogoča specifično prepoznavo s tumorjem povezanih antigenov. Enoverižni variabilni 
fragment je pritrjen na celico T preko (2) transmembranske domene, ki navadno izvira iz CD4, 
CD8α ali CD28. Ob prisotnosti ekstracelularne povezovalne verige se le-ta nahaja med 
ekstracelularno in transmembransko domeno. Transmembranska domena je nato povezana z (3) 
intracelularno signalno domeno, ki je sestavljena iz CD3ζ, CD28, 4-1BB,  OX40 ali CD27. 
Intracelularno domeno sestavlja ITAM regija (angl. immunoreceptor tyrosine-based activation 
motif), ki ima ključno vlogo pri signalni transdukciji in aktivaciji celic T (Abate-Daga in sod., 
2014). 
 
Prva generacija CAR T celic zaradi odsotnosti kostimulatorne molekule ter slabe obstojnosti in 
aktivnosti celic T v krvnem obtoku ni dosegla pomembnih rezultatov. Z namenom premostitve te 
pomanjkljivosti so znanstveniki konstruirali CAR T celice druge generacije, katerim so vstavili 
eno intracelularno domeno kostimulatornega proteina kot so CD28, CD27, CD134 ali CDB7. 
Uporaba dodatnih kostimulatornih molekul (na primer 4-1BB ali CD3ζ) je vodila v razvoj CAR T 
celic tretje generacije z namenom aktivacije večjega števila celic T. Četrta generacija CAR T 
celic, imenovane tudi TRUCK (angl. T cells redirected for universal cytokine-mediated killing), 
poleg kostimulatorne domene izražajo še citokine, ki izboljšajo CAR T celično namnožitev, 
obstojnost in odpornost v mikrookolju tumorja. Transgeno izražanje citokinov lahko aktivira 
endogene celice T, ki na svoji površini ne izražajo CAR konstruktov. Te lahko nato odstranijo 
antigen-negativne tumorske celice. Do sedaj so že proizvedli CAR T celice, ki so izločale IL-12, 
IL-15 in IL-18.  IL13Rα2-CAR T celice, ki izločajo IL-15 so bile testirane v ksenograftnem 
modelu glioblastoma. Pokazale so večjo sposobnost namnožitve in povečano izločanje citokinov 
napram IL13Rα2-CAR T celicam, ki IL-15 niso izločale. Izražanje IL-15 je prav tako vodilo v 
povišano viabilnost, daljšo obstojnost in izboljšano protitumorsko delovanje CAR T celic 
(Krenciute in sod., 2017). Druge molekule, raziskovane pri TRUCK celicah so še izbiti geni 
(angl. knock-out genes), kot sta receptor programirane celične smrti 1 (PD-1) in diacilglicerol 
kinaze (DGK) ter vstavljeni geni (angl. knock-in genes), kot sta T celični receptor TRAC in 
kemokinski receptor CXCR4. Za rešitev pojava imenovanega izguba antigenov so bili 
uporabljeni tudi kontrolirani inducibilni sistemi (Syn/Notch) in sočasno ciljanje večjega števila 
antigenov, na primer humani epidermalni rastni dejavnik 2  (HER2) in IL13Rα2. 
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Slika 2: Shematska predstavitev CAR konstruktov skozi generacije. (A) Konstrukti CAR so hibridni receptorji 
sestavljeni iz antigen vezavne ekstracelularne domene (navadno je to enoverižni variabilni fragment), 
transmembranske domene spojene z ekstracelularno povezovalno verigo in intracelularne signalne domene, 
odgovorne za aktivacijo celic T. Na sliki je struktura druge generacije CAR T celic. (B) Sestava vseh petih generacij 
CAR T celic (Abreu in sod., 2020). 
Nedavno so znanstveniki oblikovali novo, peto generacijo CAR konstruktov. Te CAR T celice 
imajo ogrodje CAR konstruktov druge generacije z dodatnima domenama: (1) skrajšano 
citoplazemsko domeno iz IL-2 receptorske β-verige (IL-2Rβ), nameščeno med CD3ζ in CD28 
signalnima domenama in (2) STAT3/5-vezavni tirozin-X-X-glutaminski motiv (YXXQ) na C-
koncu CD3ζ domene. Peta generacija CAR T celic je narejena z namenom sočasne sprožitve vseh 
treh signalov: T celičnega receptorja (CD3ζ domena), kostimulatornih molekul (CD28 domena) 
in izločanja citokinov (preko aktivacije JAK kinaze in STAT3/5 transkripcijskih faktorjev), ki so 
potrebni za optimalno aktivacijo celic T, neodvisno od antigena. Uporaba CAR T celic, ki 
izločajo citokine je pri hematoloških in čvrstih tumorjih pokazala izboljšano namnožitev, 
preživetje in protitumorsko delovanje napram CAR T celicam druge generacije (Kagoya in sod., 
2018) (Slika 2). 
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3.1  INHIBITORNE CAR T CELICE 
Inhibitorne CAR T celice ali iCAR morajo prepoznati tkivno specifične antigene, ki so odsotni ali 
izraženi v nižjih količinah na tumorskih celicah, vendar so ti prisotni na celicah zdravih tkiv. 
Konstrukt iCAR je sestavljen iz scFv, ki je specifičen za antigene, izražene izključno na zdravih 
tkivih in iz inhibitorne signalne domene imunoinhibitornih receptorjev PD-1 oz. 
transmembranskega receptorja citotoksičnih limfocit T 4 (CTLA-4). Ta receptorja imata 
pomembno vlogo pri regulaciji imunskega odgovora celic T. Uporaba inhibitornih receptorjev 
skupaj s CAR T celicami je obetavna in varna strategija, ki ščiti tudi pred pojavom toksičnosti na 
zdravih tkivih (angl. on-target off-tumour effect). Uspeh teh celic pa je odvisen od časovne in 
prostorske ekspresije CAR/iCAR  in njunih antigenov. Toksičnost na zdravem tkivu se tako še 
vedno lahko pojavi, če je iCAR ali ekspresija antigena manjša oz. nezadostna ob večji ekspresiji 
CAR/TAA. Inhibitorne CAR T celice po vezavi na antigen zdravega tkiva preprečijo izločanje 
citokinov in delovanje celic T. Oblikovali so že PD-1 in CTLA-4 iCAR za ciljanje specifičnega 
membranskega antigena prostate (PSMA) (Fedorov in sod., 2013). 
3.2  TANDEM CAR T CELICE 
Tandem CAR T celice so konstruirane za izražanje dveh antigen veznih domen. Te CAR T celice 
so aktivirane le ob sočasni prepoznavi dveh različnih antigenov. Celice T so opremljene z dvema 
CAR konstruktoma za prepoznavo dveh antigenov na tumorskih celicah, z namenom uničenja 
tumorskih celic (preko ζ-verige) ali sprostitve kostimulatornih signalov (preko CD28) za 
aktivacijo večjega števila celic T. Te CAR T celice so bolj specifične in varne, hkrati pa je ob 
njihovi uporabi manjša verjetnost pojava toksičnosti zdravih tkiv, ki izražajo tarčni antigen. 
Prepoznava obeh antigenov tako poveča selektivnost in ščiti normalna tkiva, ki izražajo le en 
antigen. Primer tandem CAR je spojitev scFv HER2 z IL-13Rα2. Le-ta veže IL-13 mutiran 
protein in je povezan s transmembransko in signalno domeno. Uporabili so CD28 kot 
kostimulatorno in CD3ζ kot aktivacijsko domeno (Hegde in sod., 2016). 
 
Kombinacija CAR T celic, ki so zmožne ciljati več antigenov, je uspešna metoda za preprečitev 
izgube antigenov in s tem povezane vrnitve bolezni. V raziskavi so še številne druge CAR T 
celične terapije, ki ciljajo več antigenov, kot so (1) Pooled CAR T celice: mešanici dveh gensko 
spremenjenih linij celic T, od katerih vsaka izraža drug antigen-specifični CAR konstrukt, (2) 
dual CAR T celice: dva ločena CAR, ki ciljata različne antigene znotraj ene celice T in (3) 
trivalentne CAR T celice: tri CAR konstrukti, ki ciljajo specifične antigene znotraj ene gensko 
spremenjene celice T (Han in sod., 2019). 
4 SPECIFIČNOST TARČNEGA ANTIGENA 
Prvi korak do uspešne CAR T celične terapije je izbira optimalnih s tumorjem povezanih 
antigenov za CAR T celično tarčo. Idealna tarča naj bi ustrezala vsaj dvema kriterijema. Najprej 
se morajo s tumorjem povezani antigeni selektivno izražati na tumorskih celicah v visokih 
koncentracijah, vendar se ne smejo izražati na zdravih tkivih oz. se lahko izražajo le v zelo nizkih 
količinah. Drug kriterij pa je enakomerno izražanje tumorskega antigena na vseh tumorskih 
celicah. CAR T celice lahko napadejo le tiste celice, ki izražajo tarčni antigen, zato je popolna 
odstranitev tumorja dosežena le, če tumorski antigen izražajo vse tumorske celice. Zaradi 
heterogene ekspresije antigenov čvrstih tumorjev je težko izbrati tarče, ki lahko ciljajo vse 
tumorske celice. Študije so pokazale, da tudi pri uničenju vseh antigen-pozitivnih celic ostane 
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veliko število antigen-negativnih celic, kar vodi v ponovni pojav tumorja (Newick in sod., 2017). 
Razvilo se je več študij, ki preučujejo bolj specifične tumorske antigene kot so produkti virusno 
transformiranih tumorjev, onkofetalni antigeni in MUC antigeni.  
 
Tumorji, ki izvirajo iz virusne transformacije in izražajo virusne produkte so zanimive tarče, saj ti 
produkti niso izraženi na normalnih tkivih. Takšen primer je rak jajčnikov, ki je nastal zaradi 
infekcije s človeškim papiloma virusom (Kenter in sod., 2009). Na žalost pa je večina teh 
antigenov znotrajcelična in zatorej CAR T celicam nedostopna. 
 
Onkofetalni antigeni na površini čvrstih tumorjev prav tako predstavljajo dobro tarčo za CAR T 
celično terapijo, saj je izražanje le-teh večinoma omejeno na tumorske celice, kar jih naredi 
izjemno specifične. Takšen primer so CAR T celice, ki ciljajo mutiran receptor za epidermalni 
rastni dejavnik (EGFR). EGFR različica 3 (EGFRvIII) je izražena le na malignih tumorskih 
celicah (večinoma glioblastomih). Uporaba te tarče potrjuje možen uspeh v živalskih modelih 
glioblastome (Johnson in sod., 2015). 
 
Abnormalna glikozilacija ekstracelularnega glikoproteina MUC1 je prisotna pri različnih vrstah 
raka. Uporaba CAR T celic, usmerjenih proti povečano izraženem MUC1, je pokazala zamik v 
napredovanju tumorja v ksenograftih raka dojke. O uspehu so poročali tudi pri uporabi CAR T 
celic, ki ciljajo MUC16, kateri je povečano izražen pri številnih karcinomih jajčnikov 
(Chekmasova in sod., 2010). 
 
Primanjkljaj tumorsko-specifičnih antigenov, kateri so lahko uporabljeni za proizvodnjo visoko 
specifičnih CAR T celic, lahko vodi do resnih stranskih učinkov in tako povzroči poškodbo 
zdravih celic oz. organov, ki izražajo tarčni antigen. Eden ključnih vzrokov za manjšo 
specifičnost in učinkovitost CAR T celične terapije pri čvrstih tumorjih je pomanjkanje 
specifičnih tumorskih antigenov. To lahko vodi tudi do življenjsko ogrožajočih stranskih 
učinkov, kot je sindrom sproščanja citokinov. 
5 POTOVANJE CAR T CELIC DO MESTA TUMORJA 
Druga pomembna omejitev, ki omejuje uspeh CAR T celične terapije pri zdravljenju čvrstih 
tumorjev je neučinkovito potovanje in vstop CAR T celic do mikrookolja čvrstih tumorjev (slika 
3). Študije so pokazale, da izboljšana infiltracija CAR T celic do mesta tumorja ojača 
protitumorsko imunost in vodi do boljših kliničnih rezultatov. Za uspešen vstop CAR T celic v 
tumorsko mikrookolje se morajo kemokini, katere izločajo čvrsti tumorji, ujemati z njihovimi 
receptorji na celicah T. Neujemanje kemokinov in njihovih receptorjev, im. tudi pomanjkanje 
kemotakse, je glavni razlog za nezadostno infiltracijo CAR T celic v mikrookolje tumorja 
(Tahmasebi in sod., 2019). 
 
Številni znanstveniki so predlagali spreminjanje celic T tako, da so le-te izražale specifične 
citokinske receptorje. Izražanje le-teh bi izboljšalo potovanje in infiltracijo CAR T celic v 
tumorsko mikrookolje. Takšen primer je gensko spreminjanje celic T, da izražajo C-X-C 
kemokinski receptor 2 (CXCR-2). Te celice so pokazale izboljšano potovanje do ksenograftnih 
modelov nevroblastoma in mezotelioma (Peng in sod., 2010). Drug pristop je sprememba 
tumorskih celic tako, da le-te izražajo kemokine, ki imajo receptorje na površini celic T. To se 
lahko doseže z vključitvijo onkolitičnih virusov. Takšen primer je injiciranje onkolitičnih 
adenovirusov v tumorske celice nevroblastoma, da bi izražale CCL5 in IL-15, kar izboljša 
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potovanje in vstop celic T do strome tumorja (Nishio in Dotti, 2015). Drugi pristopi za transport 
kemokinov, kot je celični transport, so prav tako lahko učinkoviti in so trenutno v preučevanju.  
 
Slika 3: Potovanje CAR T celic in prepreke pri vstopu v imunosupresorsko tumorsko mikrookolje, kjer se CAR T 
celice soočajo z nizkim pH, nizko ravnjo kisika, pomanjkanjem hranil in imunosupresorskimi celicami, ki 
onemogočajo vezavo CAR T celic na tumorski antigen (Newick in sod., 2017). 
Razvili so se številni pristopi za usmeritev in dostavo CAR T celic do mesta tumorja. 
Najpomembnejši vrsti dostav sta intravenozna oz. sistemska dostava in lokalna oz. regionalna 
dostava. Regionalna dostava vsebuje različne vrste pristopov: intraplevralno, intraperitonealno, 
intrakavitarno in intratumoralno injekcijo CAR T celic. Intravenozna dostava se je že izkazala za 
uspešno tako pri hematoloških malignomih kot tudi čvrstih tumorjih v prvi fazi kliničnih študij 
pri zdravljenju bolnikov z rakom jajčnikov, metastatskim nevroblastomom, rakom debelega 
črevesa, malignim plevralnim mezoteliomom, sarkomo, metastatskim karcinomom ledvičnih 
celic, rakom prostate, metastatskim rakom debelega črevesa in danke, napredovanim 
glioblastomom in rakom trebušne slinavke (Tahmasebi in sod., 2019).  
 
Trenutno v številnih predkliničnih in kliničnih študijah v fazi I ocenjujejo uporabnost in 
izvedljivost regionalne dostave CAR T celic pri terapiji čvrstih tumorjev. V študiji Adusumillia in 
kolegov je lokalna dostava CAR T celic v ortotopni mišji model plevralnega mezotelioma vodila 
do visoke protitumorske učinkovitosti z manjšo koncentracijo celic T, delno zaradi aktivacije 
CD4+ celic T. Zmanjšana je bila tudi akumulacija CD8+ celic T znotraj tumorja (Adusumilli  in 
sod., 2014). Ta vrsta dostave je prav tako ojačala obstojnost in namnožitev celic T. Lokalna 
injekcija CAR T celic ima tudi to prednost, da prepreči vstop CAR T celic v krvi obtok in 
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posledično potovanje do drugih (zdravih) tkiv, kar vodi do zmanjšanja sistemskih stranskih 
učinkov CAR T celične terapije (Tahmasebi in sod., 2019). 
6 STROMA TUMORJA IN ENCIMI 
Tumorsko mikrookolje sestavljajo tumorske celice in stroma, ki se med napredovanjem tumorja 
spreminja. Stroma tumorja ima pomembno vlogo pri čvrstih tumorjih, saj spodbudi nastanek in 
vzdržuje obstojnost tumorja. Sestavljena je iz vaskularnih endotelnih celic, celic vezivnega tkiva, 
imunskih celic in tumorskih fibroblastov. Interakcije med tumorjem in stromo imajo torej 
pomembno vlogo pri metabolizmu, razvoju in napredovanju tumorja ter odzivu na zdravljenje.  
 
CAR T celice se po aktivaciji in namnožitvi vrnejo v bolnikov limfni sistem in krvni obtok, zato 
imajo večjo možnost interakcije s tumorskimi celicami, ki se nahajajo v krvi. Uspeh CAR T 
celične terapije čvrstih tumorjev je torej manj verjeten kot pri hematoloških malignomih, saj se 
morajo CAR T celice uspešno prebiti do čvrstih tumorjev preko vaskularnih endotelnih celic, ki 
obdajajo celice tumorja. Tumorsko tkivo preko različnih mehanizmov zmanjša izločanje 
določenih vaskularnih dejavnikov, kar zmanjša prehod CAR T celic preko sten žil. V kolikor 
CAR T celice uspešno prodrejo do gostega tumorskega tkiva, se morajo nato vezati na tumorske 
celice. Migracija CAR T celic pri čvrstih tumorjih v glavnem temelji na regulaciji kemokinov in 
njihovih receptorjev. Izražanje kemokinov pri tumorjih, kot so na primer kemokin ligand-11, 
faktor-10 in kemokin ligand-12, pa je navadno nizko (Poznansky in sod., 2002). 
 
Trenutno so CAR T celične terapije osredotočene na ciljanje tumorskih celic. V zadnjih časih so 
najbolj preučevani s tumorjem povezani antigeni mezotelin, HER2, EGFR/EGFRvIII, GD2, 
CEA, IL13Rα2, MUC1, FAP, PSMA in PSCA. Študije pa so pokazale, da lahko ciljanje celic 
tumorske strome in njenih komponent pripomore k večji učinkovitosti terapije (Liu in sod., 
2017).  
 
Takšne celice so celice tumorske strome (CASC), ki imajo pomembno vlogo pri patogenezi 
čvrstega tumorja. Eden od predstavnikov so z rakom povezani fibroblasti (CAF), pomembni za 
imunosupresorsko delovanje tumorskega mikrookolja. CAF izločajo citokine, kemokine (na 
primer CXCL12) in številne rastne faktorje, kot je na primer žilni endotelni rastni faktor (VEGF), 
s katerimi spodbujajo rast tumorja, angiogenezo in širjenje metastaz (Tahmasebi in sod., 2019). 
CAR T celice lahko ciljajo celični označevalec na površini CAF, ki je poznan kot fibroblastni 
aktivacijski protein (FAP). Proti FAP usmerjene CAR T celice so pripomogle k zmanjšanem 
napredovanju tumorja v A549 modelu pljučnega raka (Kakarla in sod., 2013).  
 
Poleg FAP se v stromi tumorja nahajajo še druge potencialne tarče CAR T celic. Heparan sulfat 
proteoglikan (HSPG) je pomemben del tumorske strome, saj le-ta onemogoči agregacijo in 
infiltracijo celic T do mesta tumorja. HSPG je razgrajen z encimom heparanaza (HPSE), ki ga  
sicer izločajo celice T. Študije pa so pokazale, da celice T med procesom proizvodnje CAR T 
celic izgubijo zmožnost izražanja HPSE. Indukcija izražanja HPSE je pri CAR T celicah vodila 
do izboljšane razgradnje tumorskega ekstracelularnega matriksa in CAR T celične infiltracije v 
tumorsko mikrookolje v človeškem ksenograftnem modelu nevroblastoma. To je potrdilo 
pomembnost HPSE pri potovanju in prodoru celic T do mesta tumorja (Caruana in sod., 2015). 
Klinični rezultati CAR T celic, usmerjenih proti specifičnim tarčam v stromi tumorja (kot sta 
HPSE in FAP), so sicer obetavni, kljub temu pa bi identifikacija in ciljanje novih tarč v stromi 
tumorja lahko izboljšala protitumorsko delovanje CAR T celic. 
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6.1  HIPOKSIJA, POMANJKANJE HRANIL IN METABOLIZEM V TUMORSKEM   
       MIKROOKOLJU 
Pomanjkanje hranil, hipoksija in metabolizem čvrstih tumorjev so glavne značilnosti tumorskega 
mikrookolja, ki omejujejo delovanje in izločanje citokinov s strani CAR T celic. Primanjkljaj 
hranil, ki imajo pomembno vlogo v metabolizmu celic T (na primer glukoza in aminokisline) 
lahko zmotijo CAR T celično delovanje. Pomanjkanje najpomembnejših aminokislin (triptofan, 
lizin in arginin) ima številne negativne posledice. Pomanjkanje aminokisline triptofan lahko 
povzroči avtofagni odziv celic T. Celice tumorja in supresorske celice mieloidnega izvora 
(MDSC) proizvajajo indolamin 2,3-dioksigenazo (IDO), ki je katalizator pri degradaciji 
triptofana. To lahko vodi do anergije celic T in povzroči agregacijo Treg. 
 
Hipoksija je ena glavnih značilnosti tumorskega mikrookolja. Povzročena je zaradi slabše 
vaskularizacije ter velikega števila zgoščenih celic tumorja in tumorskega matriksa. Celice T 
potrebujejo za svojo delitev in delovanje kisik, zato hipoksija ojača metastaze raka in poviša 
odpornost tumorja na CAR T celično terapijo. Uporaba glikolize namesto oksidativne 
fosforilacije pri tumorskih celicah, imenovan Warburgov učinek, vodi v produkcijo laktata, ki 
poveča acidnost tumorskega mikrookolja. Nizek pH je poguben za delovanje celic T. To prav 
tako vodi do nastanka reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS), ki povzročijo oksidativen stres in tako 
zmotijo delovanje CAR T celic. Z namenom premagovanja te ovire so spremenili CAR T celice 
tako, da so izločale katalazo (CAT-CAR). Katalaza je antioksidativen encim, ki razgrajuje H2O2 v 
tumorskem mikrookolju. CAT-CAR T celice so bolj odporne na ROS in ohranijo protitumorsko 
aktivnost v tumorskem mikrookolju (Ligtenberg in sod., 2016). Drug pristop za zmanjšanje 
mortalitete celic T zaradi metabolnega stresa je uporaba antioksidativnih faktorjev. Scheffel in 
sodelavci so v predklinični študiji v transgenem mišjem modelu melanoma opazili večjo 
obstojnost in preživetje CAR T celic ter zmanjšano rast tumorja po uporabi N-acetil cisteina 
(NAC) med ex vivo namnožitvijo celic T. Uspeh te študije bi lahko vodil do nastanka 
antioksidant-producirajočih CAR T celic ali uporabo antioksidativnih sredstev s CAR T celično 
terapijo, z namenom zmanjšanja oksidativnega stresa v mikrookolju tumorja (Scheffel in sod., 
2016).  
 
Hipoksično mikrookolje tumorja vodi do nastanka proteina im. s hipoksijo induciran faktor 
(HIF), ki ima pomembno vlogo pri napredovanju tumorja. HIF izboljša angiogenezo, delitev, 
invazijo, metastaze in rast tumorja in je prisoten v visokih količinah v hipoksičnem okolju 
številnih čvrstih tumorjev. S fuzijo HIF in CAR konstruktov bi se CAR T celice aktivirale 
lokalno le v hipoksičnem mikrookolju tumorja, kar bi preprečilo aktivacijo CAR T celic v 
zdravih tkivih. Ideja je vodila do konstrukcije prvega in vitro modela CAR T celic, ki bi se lahko 
aktivirane le v hipoksičnem okolju tumorja (Juillerat in sod., 2017). Ciljanje HIF bi lahko bila 
podlaga za konstrukcijo naslednjih generacij CAR T celic, usmerjenih proti drugim molekulam, 
specifičnim za tumorsko mikrookolje. 
 
Modifikacija elementov znotraj tumorskega mikrookolja je prav tako ena od možnih rešitev za 
izboljšanje CAR T celičnih funkcij. Ena od takšnih imunosupresorskih komponent tumorskega 
mikrookolja je protein kinaza A (PKA), ki lahko onemogoči delovanje CAR T celic. RIAD (angl. 
Regulatory subunit I anchoring disruptor) zmoti delovanje PKA in je bil uporabljen za 
proizvodnjo RIAD-CAR celic, ki ciljajo mezotelin. Te CAR T celice so imele večjo odpornost 
proti tumorju. Izražanje RIAD je prav tako ojačalo kemotakso v mikrookolju tumorja s povečano 
ekspresijo kemokinega receptorja CXCR3 v človeških in mišjih CAR-RIAD celicah in vitro 
(Newick in sod., 2016). 
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7 HETEROGENOST TARČNIH ANTIGENOV PRI ČVRSTIH TUMORJIH 
Eden od pomembnih razlogov za klinične uspehe CAR T celične terapije pri hematoloških 
malignomih je homogeno izražanje tarčnih antigenov na hematoloških malignih celicah, medtem 
ko so celice čvrstih tumorjev v izražanju s tumorjem povezanih antigenov visoko heterogene. To 
je variabilnost v izražanju antigena na celicah znotraj določenega tumorja. Za večino čvrstih 
tumorjev so značilni s tumorjem povezani antigeni, kateri se povečano izražajo na tumorskih 
celicah, vendar so v nizkih količinah izraženi tudi na zdravih tkivih. S tumorjem povezani 
antigeni so najpogosteje uporabljene tarče za gensko spreminjanje celic T pri terapiji čvrstih 
tumorjev. Njihova heterogenost zato otežuje prepoznavo tumorskih celic in lahko vodi v 
zmanjšano učinkovitost CAR T celične terapije (Newick in sod., 2017).  
 
Primer heterogene ekspresije je mezotelin, s tumorjem povezan antigen, ki je izražen na več kot 
90% celic epitelnega malignega mezotelioma (ali rak mezotelija, tj. zaščitna plast, ki pokriva 
večino internih organov, najpogosteje je odkrit na prsni ali trebušni mreni, redkeje osrčniku in 
vaginalni tuniki testisa), vendar je v nizkih količinah izražen tudi na tumorskih celicah pljučnega 
raka ter pri rakih jajčnikov in dojk.  
 
Toksičnost na zdravih tkivih, ki izražajo tarčni antigen, se je pojavila pri bolniku z metastatskim 
rakom debelega črevesa in danke. Bolnik je prejel infuzijo CAR T celic, ki ciljajo s tumorjem 
povezani antigen HER2 in umrl pet let kasneje. Razlog smrti je bil pripisan izražanju HER2 v 
nizkih količinah na epitelnih celicah pljuč, katere so bile ciljane s CAR T celicami. Drug primer 
toksičnosti na zdravem tkivu se je zgodil pri zdravljenju nevroblastoma s proti GD2 usmerjenimi 
CAR T celicami. Bolnik je zaradi nizkega izražanja GD2 v možganih doživel usodni encefalitis. 
Ti neuspehi so poudarili pomembnost iskanja varnih tumorskih antigenov z zavedanjem, da lahko 
tudi nizko izražanje tarčnega antigena na zdravih tkivih vodi v usodni izid. CAR T celično 
delovanje je lahko oteženo tudi zaradi različnih nivojev izražanja antigenov na različnih straneh 
tumorja. Na žalost pa je neznano kolikšen procent tumorskih celic mora izražati ciljan antigen, da 
bi dosegli željen izid. Te lastnosti tumorskih celic torej otežujejo iskanje specifičnih tumorskih 
antigenov, ki so visoko in specifično izraženi na rakastih celicah, ne pa tudi na zdravih celicah 
ostalih tkiv (Newick in sod., 2017). 
7.1  MOŽNE REŠITVE ZA HETEROGENOST TUMORSKIH ANTIGENOV 
Trenutno so v raziskavi številni pristopi za reševanje enega glavnih vzrokov za neuspeh CAR T 
celične imunoterapije pri zdravljenju čvrstih tumorjev, to je heterogenost s tumorjem povezanih 
antigenov. 
 
Prva predpostavka temelji na tem, da več tarč (tj. s tumorjem povezanih antigenov) pripomore k 
večji učinkovitosti CAR T celične terapije. Tumorji bolnikov so lahko testirani z 
imunohistokemijo za določitev nivoja izraženih tumorskih antigenov. Bolniki bi tako bili izbrani 
za CAR T celično terapijo le, če bi njihov delež TAA-izražajočih tumorskih celic ustrezal ali 
presegel vnaprej postavljeno in zahtevano mejo.  
 
Drug možni pristop za bolj uspešno ciljanje heterogenih tumorskih antigenov je ciljanje več kot 
enega tumorskega antigena. Uporaba CAR T celic, ki bi lahko prepoznale in ciljale več TAA 
hkrati bi vodila v večjo specifičnost. To bi tudi zmanjšalo toksičnost CAR T celic proti 
normalnim celicam zdravih tkiv, ki izražajo tarčni antigen ter zmanjšala možnost razvoja 
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odpornosti tumorskih celic. To je možno doseči (a) s spreminjanjem dveh ali več celičnih 
populacij, ki izražajo različne CAR konstrukte in jih injicirati sočasno ali zaporedno (ko-
administracija); (b) z uporabo bicistronskega vektorja, ki kodira dva različna CAR konstrukta na 
isti celici; (c) s simultanim spreminjanjem celice T z dvema različnima CAR konstruktoma 
(kotransdukcija), ki bi proizvedel tri CAR T celične podenote sestavljene iz celic, katere izražajo 
dvojne in enojne CAR konstrukte; ali (d) s kodiranjem dveh CAR konstruktov na istem 
himernem proteinu z uporabo enega vektorja (to so bispecifične ali tandem CAR T celice).  Ena 
izmed prvih predkliničnih študij pri kateri so uporabili več kot en CAR konstrukt je bila pri 
zdravljenju glioblastoma. V tej študiji so (1) ločeno spremenili celice T tako, da so izražale 
HER2- ali IL-13Rα2-specifične CAR konstrukte, ki so jih nato združili ali (2) zaporedno 
spremenili tako, da so celice sočasno izražale dva CAR konstrukta (pristopa a in c zgoraj). Oba 
pristopa sta izboljšala protitumorsko učinkovitost CAR T celic in pomagala preprečiti izgubo 
antigenov (Hegde in sod., 2013).  
 
Specifična strategija je bila uporabljena s strani Choija in sodelavcev, kateri so razvili bicistronski 
konstrukt, ki omogoča dvojno ekspresijo: EGFRvIII-specifičnih CAR in aktivacijskih molekul 
celic T (angl. Bispecific T-cell engager, BiTE). Gensko spremenjene celice T so izločale EGFR-
specifične BiTE v mikrookolje tumorja, kar je preusmerilo in aktiviralo nespremenjene celice T 
proti divjemu tipu EGFR. To je povzročilo odstranitev mišjih tumorjev, ki so heterogeno izražali 
EGFRvIII. Toksičnost pri človeškem kožnem transplantatu ni bila zaznana (Choi in sod., 2019). 
  
Naslednja metoda za reševanje tumorske heterogenosti je ciljanje rakavih matičnih celic (CSC), 
katere so prisotne pri večini čvrstih tumorjev in imajo pomembno vlogo pri napredovanju tumorja 
in posledičnim poslabšanjem bolezni. CSC nosijo antigene, ki so znani kot tumorsko-specifični 
antigeni pri vsaj zgodnjih stopnjah napredovanja tumorja in so tako lahko primerne tarče CAR T 
celic. CD133 je transmembranski glikoprotein in dobro poznan označevalec CSC. CD133 je 
povečano izražen pri večini čvrstih tumorjev in se je izkazal za primerno tarčo CAR T celic. Proti 
CD133 usmerjene CAR T celice so bile uporabljene v prvi fazi klinične študije v napredovanih 
malignomih gastrointestinalnega trakta, vključno s hepatocelularnim karcinomom, rakom 
trebušne slinavke in karcinom debelega črevesa in danke. Skupno je bilo zdravljenih 23 bolnikov, 
katerim so postopoma povečevali dozo injiciranih celic. Analize po opravljeni imunoterapiji so 
pokazale popolno odstranitev CD133 pozitivnih (CD133+) celic, kljub temu pa so nekateri 
bolniki doživeli poslabšanje bolezni zaradi CD133-negativnih tumorskih celic. To je pokazalo, da 
heterogenost ostaja problem CAR T celične terapije tudi pri ciljanju specifičnih označevalcev 
rakavih matičnih celic. Prepoznava novih antigenov CSC bi lahko zagotovila nove obetavne tarče 
CAR T celic (Wang in sod., 2018).  
7.2  IZGUBA IN RAZŠIRJANJE ANTIGENOV  
Pri nekaterih kliničnih študijah je uporaba CD19 CAR T celic pri bolnikih z akutno limfoblastno 
levkemijo vodila v CD19-negativno levkemijo, kot posledica odpornosti na terapijo. Kljub 
uniformnem izražanju s tumorjem povezanih antigenov ostaja torej možnost izgube ali pobega 
antigenov. Ta problem je še toliko bolj prisoten pri čvrstih tumorjih, kjer je večja pogostost 
heterogenih antigenov. Izguba antigenov se je zgodila že pri številnih kliničnih študijah, vključno 
pri zdravljenju glioblastoma s proti HER2 usmerjenimi CAR T celicami (Hegde in sod., 2013). 
Pojav antigen-negativnih celic vodi v neučinkovitost imunoterapije in poudarja potrebo po 
ciljanju večjega števila antigenov. 
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Ena od možnih rešitev pobega antigenov je inducirano razširjanje antigenov. Razširjanje 
antigenov je proces, v katerem CAR T celice spodbudijo protitumorsko delovanje ostalih 
imunskih celic, kot so endogene CD8+ celice T in celice naravne ubijalke. Le-to se naj bi zgodilo 
ob CAR T celičnem napadu na tumorske celice, ki izločajo stimulatorne citokine kot so tumor 
nekrozni faktor (TNF-α) in interferon-γ (IFN-γ) ter pri uničenju tumorskih celic. To vodi v 
sproščanje tumorskih antigenov v mikrookolje tumorja. Ti nato aktivirajo dendritične celice in 
endogene CD8+ celice T proti tumorskim antigenom, ki prvotno niso bili ciljani s strani CAR T 
celic. Endogene celice T bi tako lahko odstranile preostanek tumorskih celic (Newick in sod., 
2017).  
 
Takšen primer so CAR T celice, ki so usmerjene proti mezotelinu. Ob uničenju mezotelin-
izražajočih tumorskih celic se ob prisotnosti vnetnih citokinov sproščajo tumorski antigeni kot je 
IFN-γ, ki aktivira dendritične celice in makrofage v okolici. Proti mezotelinu usmerjene CAR T 
celice na svoji površini izražajo CD40 ligand (CD40L), ki se veže na CD40 na dendritičnih 
celicah in makrofagih, kar poveča njihovo aktivacijo. Aktivirane dendritične celice potujejo do 
limfnega vozla ali terciarnih limfoidnih struktur, kjer predstavijo tumorske peptidne antigene 
naivnim celicam T. Ob prepoznavi antigena se naivne celice T delijo in diferencirajo v 
citotoksične celice T, celice T pomagalke tipa 1 ali folikularne celice T pomagalke. Celice B, ki 
pridobijo tumorske antigene in sodelujejo v CD40/CD40L interakcijah s folikularnimi celicami 
pomagalkami, postanejo plazmatske celice in začno izločajo velike količine tumorsko-specifičnih 
protiteles. Ta protitelesa na površini tumorskih celic aktivirajo Fc receptorje (FcR) na 
makrofagih, ki spodbujajo uničenje tumorskih celic in nadaljnjo sproščanje tumorskih antigenov. 
Neznano je do katere stopnje lahko CAR T celična terapija inducira posredno ubijanje tumorja 
oz. spodbudi razširjenje antigenov. Večje razumevanje tega pojava ima potencial pri izboljšanju 
učinkovitosti CAR T celic, posebej pri tumorjih z visoko heterogenostjo antigenov, nizkim 
mutacijskim bremenom in z dokazi o izgubi antigenov (Heckler in Dougan, 2018). 
8 IMUNOSUPRESORSKE CELICE 
Učinkovitost CAR T celic proti čvrstim tumorjem je delno omejena tudi z imunosupresorskimi 
učinki nekaterih celic v tumorskem mikrookolju. Z rakom povezani fibroblasti, supresorske 
celice mieloidnega izvora, regulatorne celice T, s tumorjem povezani makrofagi, s tumorjem 
povezani nevtrofilci in dendritične celice so najpomembnejše imunosupresorske celice 
tumorskega mikrookolja.  
8.1  Z RAKOM POVEZANI FIBROBLASTI (CAF) 
Tumorske celice izločajo rastne dejavnike kot so transformirajoči rastni dejavnik β (TGF-β), 
epidermalni rastni dejavnik (EGF), fibroblastni rastni dejavnik (FGF) in iz trombocitov izvirajoči 
rastni dejavnik (PDGF), s katerimi aktivirajo fibroblastni aktivacijski protein v tumorskem 
mikrookolju. Ob aktivaciji začno CAF izločati proteine ekstracelularnega matriksa (npr. 
kolagen), metaloproteinaze matriksa, proteoglikane, kemokine in faktorje, ki spodbujajo 
vaskularizacijo (npr. VEGF). Z njimi vplivajo na delitev, metabolizem, invazivnost in preživetje 
tumorskih celic v eksperimentalnih tumorskih modelih, spodbujajo tvorbo metastaz in 
posredujejo odpornost na kemoterapijo (Ziani in sod., 2018). CAF vplivajo tudi na delovanje 
ostalih celic v tumorskem mikrookolju. Z izražanjem CXCL12, CCL2, IL-6 in dejavnika, ki 
pospešuje tvorbo kolonij granulocitov in makrofagov (GM-CSF) spodbujajo nabor monocit v 
tumorsko mikrookolje in njihovo diferenciacijo v M2 imunosupresorski fenotip. Izražanje CAF 
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(α-SMA+, FSP1+, FAP+) in M2 makrofagnih (CD163+ in DC-SIGN+) označevalcev je 
povezano s slabim klinični  izidom pri bolnikih z rakom debelega črevesa in danke ter bolnikih s 
ploščatoceličnim karcinomom v ustni votlini, kar poudarja medsebojno povezanost teh dveh 
celičnih tipov. CAF so potencialno vključene tudi v nabor nevtrofilcev v mikrookolje tumorja 
preko izražanja kemokinskih ligandov CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL6, CXCL8 in CCL2. Z 
rakom povezani fibroblasti, izolirani iz raka trebušne slinavke, prav tako usmerjajo prekurzorje 
monocit proti MDSC fenotipu preko izločanja IL-6. CAF z izločanjem TGF-β zmanjšajo 
aktivacijo in citotoksično aktivnost celic naravnih ubijalk, vplivajo na predstavljanje antigena s 
strani dendritičnih celic, lahko delujejo na CD8+ in CD4+ celice T ter vplivajo na preklop CD4+ 
celic T pomagalk iz protitumorskih do protumorskih celic (Kim in Cantor, 2014). 
 
Aktivirane CAF pa lahko delujejo tudi posredno z razgradnjo številnih komponent 
ekstracelularnega matriksa (ECM) in proteolitično razgradnjo, ki vpliva na delovanje tumorja. 
Povečana rigidnost ECM, kot posledica debelitve in linearizacije kolagenskih vlaken, uravnava 
rast tumorja in širjenje metastaz (Sangaletti in sod., 2017).   Proti CAF usmerjene terapije so v 
glavnem usmerjene proti njihovem celičnem označevalcu FAP. Pionirska raziskava je bila 
izvedena v transgenem mišjem modelu, v katerem lahko uničijo FAP-izražajoče celice. 
Raziskava je pokazala, da zmanjšanje števila FAP-izražajočih celic vodi v hitro hipoksično 
nekrozo v Lewisovem karcinomu pljuč in celic tumorske strome preko izločanja TNF-α in IFN-γ 
(Kraman in sod., 2010). Proizvodnja CAR T celic, ki ciljajo FAP je prav tako pokazala obetavne 
rezultate v mišjem modelu (Wang in sod., 2014) in ksenograftnem modelu malignega plevralnega 
mezotelioma, pridobljenega iz bolnika (Schuberth in sod., 2013). Kljub temu pa ostaja 
pomembna omejitev pri uporabi FAP, saj se le-ti lahko izražajo tudi na celicah drugih tkiv, na 
primer skeletnih mišicah. Številne študije se zato v zadnjih časih usmerjajo v ciljanje CAF 
sekretoma ali aktivacijskih poti, ki predstavljajo varnejšo alternativo (Ziani in sod., 2018). 
8.2  SUPRESORSKE CELICE MIELOIDNEGA IZVORA (MDSC) 
Supresorske celice mieloidnega izvora so heterogena populacija nezrelih mieloidnih celic, ki se 
zbirajo v krvnem obtoku bolnikov in na mestu tumorja, kjer zavirajo protitumorsko imunost. 
Akumulacija MDSC v krvi ali na mestu tumorja je povezana z naprednim stadijem raka in slabo 
prognozo pri številnih bolnikih. Ena od pomembnejših lastnosti MDSC je zmožnost ugašanja 
odgovorov prirojenega in pridobljenega imunskega sistema. MDSC lahko izločajo ROS in 
reaktivne dušikove zvrsti (RNS), ki zavirajo delitev in delovanje celic T v tumorskem 
mikrookolju (Zhang in sod., 2018). Z aktivacijo ključnih encimov, kot so arginaza 1 in IDO, 
zmanjšajo dostopnost L-arginina in L-triptofana v tumorskem mikrookolju. MDSC povzročijo 
odpornost tumorja na delovanje celic T z izražanjem inhibitornih receptorjev, kot sta ligand 
programirane celične smrti 1 (PD-L1) in CTLA-4. MDSC lahko prav tako aktivirajo regulatorne 
celice T. Vse te aktivnosti prispevajo k imunosupresorskem delovanju MDSC.  
 
CXC15-CXCR2 signalna pot ima pomembno vlogo pri napredovanju, izboru in naboru MDSC v 
tumorskem mikrookolju. V modelu raka na prostati je blokada CXC15-CXCR2 signalne poti 
vodila v zmanjšanje števila MDSC ter izboljšala protitumorske odgovore in preživetje CAR T 
celic. ALTRA je stimulator nezrelih mieloidnih blastov, ki tvorijo MDSC z imunosupresorskimi 
lastnostmi v tumorskem mikrookolju, zato je bil predlagan za tarčo CAR T celic. Uporaba 
ALTRA skupaj z GD2-CAR T celicami je vodila v zmanjšano število in aktivnost MDSC v 
ksenograftnih modelih sarkome. MDSC poleg napredovanja tumorja spodbujajo tumorsko 
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angiogenezo, vaskularizacijo ter stabilnost, agresijo in invazivnost tumorskih celic (Corzo in sod., 
2010). 
8.3  REGULATORNE CELICE T (TREG) 
Regulatorne celice T so negativni regulator CD4+ in CD8+ T celičnega delovanja. Tumorsko 
mikrookolje je bogato s Treg, ki zmotijo delovanje celic T z regulacijo CD80/CD86 signalne poti. 
Le-ta je pomembna imunska pot, povezana z aktivacijo celic T. Te regulatorne celice T lahko 
prav tako omejijo delovanje CAR T celic z izločanjem TGF-β in IL-10. IL-2, citokin z 
dokazanim učinkom na delitev in učinkovitost CAR T celic, je lahko hitro privzet s strani 
regulatornih celic T, kar se kaže v pomanjkanju efektorskih celic proti malignim celicam. 
Povišana koncentracija oz. prisotnost Treg pri bolnikih navadno pomeni slabši klinični izid (Pan 
in sod., 2010).  
8.4  S TUMORJEM POVEZANI MAKROFAGI (TAM) 
M2 makrofagi, im. s tumorjem povezani makrofagi, imajo osrednjo vlogo pri delitvi, invaziji in 
metastaziranju tumorskih celic preko izražanja topnih proteinov in citokinov kot so IL-10, VEGF, 
PDGF, GM-CSF, metaloproteinaze matriksa (MMP), urokinazni plazmiogenski aktivator (uPA), 
navadni fibroblastni rastni dejavnik (bFGF) in dejavnik pospeševanja migracije (MSF) (Solinas 
in sod., 2010). Izražanje IL-10 zavira aktivacijo citotoksičnih limfocit T in celic naravnih ubijalk, 
kar omogoči hitro delitev tumorskih celic. TAM lahko z izločanjem MMP2 in MMP9 specifično 
razgradijo ekstracelularni matriks, kar lahko vodi do nastanka metastaz (Zhang in sod., 2018). S 
tumorjem povezani makrofagi lahko prav tako preprečijo delovanje CAR T celic preko visoke 
ekspresije PD-L1, kar potrjuje pomembnost PD-1 pri zdravljenju tumorja. 
8.5  DENDRITIČNE CELICE (DC) 
Dendritične celice so skupina antigen predstavitvenih celic, ki imajo protitumorsko vlogo v 
telesu. Znotraj tumorskega mikrookolja pa dendritične celice pridobijo imunosupresorske 
lastnosti. Liu in sodelavci so poročali o mišjih celicah pljučnega raka, ki so izločale velike 
količine PGE2 in TGFβ, kar je vodilo do preklopa iz imunostimulirajočih do imunozavirajočih 
DC. Slednje zavirajo delovanje celic T delno preko povišanega izražanja arginaze 1, ki razgrajuje 
aminokislino arginin, potrebno za delitev CD4+ celic T (Liu in sod., 2009). Povišano izražanje 
arginaze lahko vodi tudi do povišanega nivoja ROS, ki blokirajo antigen-specifične odgovore 
CD8+ celic T. Tumorske celice z izločanjem PGE2 spodbudijo izražanje IDO s strani 
dendritičnih celic, ki zavirajo odgovore CD8+ celic T na antigene, predstavljene z DC. DC pa 
delujejo tudi posredno preko aktivacije Treg. Citokini kot so TGF-β, IL-10 in IL-2 povzročijo, da 
dendritične celice spodbujajo nastajanje Treg in vitro (Ramos in sod., 2013). Inhibicija 
dendritičnih celic je torej primerna strategija za izboljšanje CAR T celične terapije pri zdravljenju 
čvrstih tumorjev. 
8.6  S TUMORJEM POVEZANI NEVTROFILCI (TAN) 
Prisotnost TAN navadno pomeni slabo prognozo za bolnike z rakom ledvic, rakom trebušne 
slinavke, karcinomom glave in vratu, rakom debelega črevesa in danke, hepatocelularnim 
karcinomom in melanomom. Nedavne študije so nakazale, da so lahko TAN deljene na N1 
protitumorske in N2 protumorske celice, kot opaženo pri TAM. N1 nevtrofilci so aktivirani z 
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blokado TGF-β in izražajo imunostimulirajoče citokine, kemokine in arginazo 1 v nizkih 
količinah ter so zmožni odstraniti tumorske celice. Medtem pa so N2 nevtrofilci aktivirani ob 
visokem nivoju TGF-β in prepoznani po izražanju CXCR4, VEGF in MMP9. TAN N2 z 
izločanjem VEGF spodbujajo delitev tumorskih celic in napredovanje angiogeneze tumorja ter 
lahko razgradijo stromo tumorja z MMP9. N2 nevtrofilci onemogočijo delovanje celic T z 
izločanjem arginaze 1 in NO, kot odgovor na CXCL8 signalizacijo (Ziani in sod., 2018). Ciljanje 
s tumorjem povezanih nevtrofilcev je torej prav tako obetaven pristop za povečano odpornost 
CAR T celic v imunosupresorkem mikrookolju tumorja. 
9 MOŽNI STRANSKI UČINKI CAR T IMUNOTERAPIJE PRI ZDRAVLJENJU 
ČVRSTIH TUMORJEV 
Poleg že predstavljene potencialne toksičnosti CAR T celic na zdravih tkivih je eden pogostejših 
stranskih učinkov CAR T celične terapije tudi sindrom sproščanja citokinov. 
9.1  SINDROM SPROŠČANJA CITOKINOV 
Sindrom sproščanja citokinov (CRS) je najpogostejši stranski učinek CAR T celične terapije.  
Povzročen je s prekomernim deležem vnetnih citokinov kot rezultat hiperimune aktivacije. Ob 
vezavi scFv CAR T celic na tarčni antigen se CAR T celice namnožijo in aktivirajo ter začno 
izločati številne citokine kot so IL-6, IL-10, TNF-α in IFN-γ v zelo kratkem času. Sproščeni 
citokini aktivirajo imunske celice (npr. makrofage in celice T) kot tudi neimunske celice (npr. 
epitelne celice), da izločajo še več citokinov. To povzroči sistemski vnetni odgovor. Študije so 
pokazale, da IFN-γ aktivira makrofage in spodbudi sproščanje TNF-α, IL-6, IL-15, IL-1β in IL-
12. Od teh je IL-6 eden najpomembnejših citokinov (Hay in sod, 2017). 
 
CRS se navadno pojavi v nekaj dneh od prejetja prve infuzije CAR T celic in je spremljan s 
simptomi kot so vročina, izčrpanost, glavobol, izpuščaji ter bolečine v mišicah in sklepih. 
Resnejši CRS simptomi so tahikardija (hitro utripanje srca s frekvenco nad 100 utripov v minuti), 
hipotenzija, hipoksija in visoka vročina. Življenjsko ogrožajoč CRS spremlja intravaskularna 
koagulacija in propad organov, največkrat so to odpoved ledvic ter respiratorni in 
kardiovaskularni zapleti. 
 
Šibki do zmerni CRS je običajno lahko obvladan. Resnejše CRS se zdravi s Tocilizumabom, 
Siltuximabom, inhibitorji JAK kinaze in kortikosteroidi, ki blokirajo IL-6. Ti lahko hitro znižajo 
vročino, hipotenzijo in hipoksijo. Kljub temu pa so primeri bolnikov, pri katerih teh simptomov 
tudi z intenzivnim zdravljenjem niso mogli omiliti. Čeprav je CRS pogost poguben dejavnik pri 
terapiji hematoloških malignomov, je pogostost CRS pri čvrstih tumorjih nekoliko nižja. To je 
lahko delno pojasnjeno z drugačno stehiometrijo v količini efektorskih in tarčnih celic. Prav tako 
je razsežnost CRS korelirana z bremenom rakave bolezni (Brentjens in sod., 2013).  
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10 KLINIČNI PRIMER 
Karcinoembrionalni antigen oz. CEA je tumorski označevalec raka gastrointestinalnega trakta in 
je povečano izražen v tkivu in serumu pri bolnikih z rakom debelega črevesa in danke (angl. 
colorectal cancer, CRC).  CEA se ne izraža na večini ostalih zdravih tkiv odraslih ljudi, razen v 
nizkih količinah v gastrointestinalnem traktu. Tam je izražanje CEA omejeno na apikalno 
površino epitelnih celic usmerjenih proti lumnu, ki pa je imunskim celicam nevidno. CEA je torej 
potencialno dobra tarča za CAR T celično imunoterapijo CRC. V študiji, katero bom predstavila, 
so izvedli prvo fazo kliničnega preizkusa proti CEA usmerjeni CAR T celični terapiji pri CEA 
pozitivnih bolnikih, obolelih za rakom debelega črevesa in danke z metastazami v jetrih in 
pljučih.  
 
V študiji je sodelovalo 10 bolnikov, obolelih za rakom debelega črevesa in danke. Večina 
bolnikov (8/10) je imelo metastaze v jetrih, polovica bolnikov pa je imelo (tudi) metastazo v 
pljučih (5/10). Pri 8 od 10 bolnikov je bila opravljena kirurška odstranitev lezij. Mediana starosti 
je bila 58 let. Z namenom izboljšanja učinkovitosti terapije so pred infuzijo CAR T celic izvedli 
limfodeplecijo. Štiri tedne pred limfodeplecijo so pri bolnikih opravili tudi vse radiološke 
raziskave (CT, MRI ali PET). Izbrani bolniki so imeli izmerljive lezije in neuspešno prestali vsaj 
eno linijo sistemske terapije ter končali protitumorske terapije (kot je kemoterapija) več kot 2 
tedna pred sprejetjem. Nivo CEA je bil potrjen z imunohistokemijo v tumorjih (IHC). Štirje 
bolniki so prejeli dve dozi CAR T celic, preostalih šest pa je prejelo le eno dozo. Interval med 
dvema infuzijama je bil več kot 6 tednov. Naraščajoča doza je bila odmerjena v skladu z 
varnostnimi regulacijami. Uporabili so pet doz (angl. dose levels, DL) CAR T celic v naslednjih 
koncentracijah: 1x105, 5x105, 1x106, 1x107 in 1x108 CAR+/kg celic. Sistemski IL-2 ali druga 
dostava citokinov ni bila uporabljena.  
10.1  KARAKTERISTIKE CAR T CELIC 
Limfodeplecija je trajala 5 zaporednih dni. Dan po opravljeni limfodepleciji so naredili tudi krvne 
teste (rutinske krvne analize, merjenje C-reaktivnega proteina in CEA ter preverili delovanje jeter 
in ledvic) za ocenitev stanja pred prvo infuzijo CAR T celic. Proizvodnja CAR T celičnih 
produktov z lentivirusno transfekcijo je trajala 14 do 16 dni. Bolnikom so odvzeli periferno kri in 
izolirali mononuklearne celice periferne krvi. Le-te so bile aktivirane z imobiliziranimi protitelesi 
CD3 in CD28. Drugi dan so v aktivirane celice T vnesli lentivirusni vektor. Lentivirusni plazmid 
pCDH je bil sestavljen iz BW431/26 variabilnega verižnega fragmenta, IgG4 povezovalne verige, 
CD28 transmembranske domene, CD28 kostimulatorne in CD3ζ signalne domene. Po virusni 
transdukciji je sledila namnožitev celic T z IL-2 za 12 do 14 dni, da so pridobili zadostno količino 
celic. Ocena kakovosti celičnih produktov je bila preverjena s pretočnim citometrom. Dan pred 
infuzijo CAR T celic so izmerili delež CAR+ celic T, celic naravnih ubijalk, spominskih celic T, 
inhibitorjev imunskih kontrolnih točk (TIM-3, PD-1, LAG-3) na površini celic T in razmerje 
CD4+/8+ celic T. Ekspresija PD-1 ni bila zaznana pri nobenem CAR T celičnem produktu. 
10.2  OBSTOJNOST CAR T CELIC V PERIFERNI KRVI IN TUMORSKEM TKIVU 
Obstojnost CAR T celic v periferni krvi so izmerili z uporabo pretočnega citometra  in proteina L 
ali z rekombinantnim proteinom CEA s His oznako in z uporabo RT-PCR. CAR T celice v 
periferni krvi z uporabo pretočnega citometra in proteina L oz. CEA niso bile zaznane. RT-PCR 
je pokazal, da je večina bolnikov imela povečano število DNA kopij CAR T celic v prvih nekaj 
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dneh, v skladu z infuzijo CAR T celic. To je bilo posebej opazno pri bolnikih, ki so prejeli visoke 
doze (DL3-DL5) CAR T celic. Število DNA kopij je s časom upadlo in bilo po 4 do 6 tednih od 
prejetja infuzije nezaznavno. 
 
Z namenom spremljanja imunskega okolja in fenotipa PBMC so tedensko izvajali analize teh 
celic z uporabo pretočnega citometra. Kot osnovo so uporabili podatke o PBMC ob sprejetju 
bolnikov. Večina bolnikov je imela v prvih dveh tednih povečan nivo MDSC in Treg v PBMC ter 
inhibitorjev imunske kontrolne točke (PD-1) v celicah T.  
10.3  STRANSKI UČINKI CAR T CELIČNE TERAPIJE 
V tej študiji niso opazili nobenih s CAR T celično terapijo povezanih resnih stranskih učinkov. 
Dva bolnika sta dobila vročino 39-40°C v nekaj urah po celični infuziji, ki je trajala 2 oz. 3 dni. 
Za zmanjšanje vročine so uporabili nesteroidno protivnetno zdravilo, ki je nemudoma 
učinkovalo. Po imunodepleciji je nivo limfocitov padlo na 0.1x109/mL na dan prejetja terapije in 
se pri večini bolnikov povzpelo na 0.5x109 tekom prvega tedna. Število nevtrofilcev je bilo prav 
tako spremenjeno zaradi limfodeplecije. 
 
Bolečine v predelu jeter in trebuha naj bi bile zaradi lezij tumorja, opažene pa so bile le pri 
bolnikih z diametrom metastaz več kot 8 cm. Prav tako so pri bolnikih spremljali delovanje ledvic 
in koagulacijo, kjer niso opazili nobenih abnormalnosti. Abnormalnosti kardio-respiratornega 
sistema prav tako niso opazili pri nobenem od bolnikov. 
 
Za diagnozo sindroma sproščanja citokinov sta primerna označevalca C-reaktivni protein (CRP) 
in IL-6, ki so ju izmerili pri vseh bolnikih. Večina bolnikov je imela enkratno povišano vrednost 
CRP v prvem tednu od prejetja terapije. Nivo CRP in IL-6 treh bolnikov je bil ves čas negativen. 
Pri dveh bolnikih, ki sta imela vročino, naj bi bil IFN-γ boljši označevalec za sindrom sproščanja 
citokinov kot CRP. 
10.4  KLINIČNO OVREDNOTENJE CAR T CELIČNE TERAPIJE IN DISKUSIJA 
Klinično ovrednotenje te CAR T celične terapije so izvedli s spremljanjem nivoja tumorskega 
označevalca CEA in radiološkim spremljanjem lezij. Kot odgovor na CAR T celično terapijo je 
večina bolnikov imela občutno zmanjšan nivo CEA, posebej pri dolgotrajnem opazovanju. CEA 
v serumu je padel na sprejemljiv nivo, kar je potrdilo učinkovitost proti CEA usmerjene CAR T 
celične terapije. Zdravniki so spremljali bolnike v prvih 4 tednih na tedenski ravni. Spremljanje 
bolnikov skozi daljše časovno obdobje v tej študiji ni prikazano. Vsi odgovori na terapijo so bili 
ocenjeni glede na premer lezije in kriterij imunskega odziva čvrstih tumorjev (irRECIST). 
 
Sedem bolnikov, pri katerih druge terapije niso bile uspešne je imelo po CAR T celični terapiji 
stabilno bolezen z majhno spremembo v premeru tumorja. Dva bolnika sta imela stabilno bolezen 
več kot 30 tednov od prejetja terapije. PET-CT je pri sedmih bolnikih pokazal občutno zmanjšano 
aktivnost tumorja z maksimalno variacijo standardne vrednosti vnosa (SUV) iz 7.38 (pred 
terapijo) na 5.80 (četrti teden od prejetja terapije). Pri enem od bolnikov je prišlo do zmanjšanja 
metastaz v jetrih, pri dveh bolnikih pa do zmanjšanja primarnega tumorja (potrjeno s PET-CT in 
MRI analizo). Bolniki so dobro prenašali proti CEA usmerjeno CAR T celično terapijo tudi pri 
visokih koncentracijah CAR T celic. Izboljšanje bolezni je bilo opazno pri večini bolnikov. 
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Sindrom sproščanja citokinov ni tako pogost pri čvrstih tumorjih zdravljenih s CAR T celicami. 
Podatki te študije so pokazali, da so bolniki doživeli blag CRS le, če so prejeli visoke doze CAR 
T celic, kar sovpada tudi z drugimi študijami. Kljub temu, da limfodeplecija ni splošno sprejeta 
pri terapiji čvrstih tumorjev, se je izkazala kot učinkovita in celo nujna. V tej študiji so pokazali, 
da je limfodeplecija z visoko koncentracijo ciklofosfoamida (CTX, 900mg/kg/dan) tolerirana pri 
večini bolnikov ter infekcije, povezane z limfodeplecijo, kontrolirane (Zhang in sod., 2017). 
11 ZAKLJUČEK 
Kljub začetnem uspehu CAR T celične terapije pri zdravljenju hematoloških malignomov in tudi 
nekaterih čvrstih tumorjev, ostajajo določene prepreke. Za izboljšanje učinkovitosti CAR T 
celične monoterapije so znanstveniki poskusili združiti CAR T celice z ostalimi terapijami. 
Nedavne študije so pokazale, da lahko CAR T celice v kombinaciji s kemoterapijo zmanjšajo 
stranske učinke, izboljšajo prepoznavo tumorskega antigena ter povečajo učinkovitost in 
obstojnost CAR T celic. Kombinacija CAR T celic in radioterapije bi prav tako lahko izboljšala 
transport, infiltracijo in predstavitev tumorskih antigenov ter povečala obstojnost CAR T celic. 
Pri nekaterih bolnikih je prišlo do izgube antigenov po prejetju CAR T celične terapije, kar je 
vodilo do vrnitve bolezni. Kombinacija CAR T celic in inhibitorjev imunskih kontrolnih točk bi 
lahko omenjen problem odpravila in izboljšala klinični izid. Kombinacija teh terapij je že 
učinkovita v mišjih modelih (Grosser in sod., 2019). 
 
Druge izboljšave CAR T celic so še vključitev samomorilnih (angl. suicide genes) genov ali 
uporaba molekularnih stikal, sočasno ciljanje večjega števila tumorskih antigenov, izboljšanje 
dolgoročne varnosti z uporabo neintegriranega lentivirusnega vektorja in proizvodnja CAR T 
celic s CRISPR/Cas9 tehnologijo. Metode za urejanje genov vključujejo izbijanje endogenih TCR 
in MHC molekul CAR T celic, da bi se izognili imunski zavrnitvi in izboljšali CAR T celično 
prepoznavo tumorskih antigenov (Legut in sod., 2018). 
 
Kljub temu pa CAR T celična terapija ostaja cenovno težko dostopna, bolnikom z izčrpanim 
imunskim sistemom pa lahko primanjkuje viabilnih celic T za avtologno proizvodnjo CAR T 
celic. Imunogenost določenih CAR konstruktov vodi v nižjo učinkovitosti terapije in rezultira v 
bolnikih, ki razvijejo imunski odziv na CAR T celice. Potrebni so torej novi pristopi in 
izboljšave, pri katerih CAR T celice ne bodo le funkcionalne, temveč tudi bolj učinkovite in lažje 
dostopne. Veliko raziskovalcev se ukvarja z identifikacijo novih tarčnih antigenov, izboljšanjem 
CAR T celičnega potovanja in vstopa do mesta tumorja, kot tudi izboljšano signalizacijo in 
zmanjšanjem toksičnosti. Številne študije nakazujejo, da je prihodnost v boljšem poznavanju 
tumorskega mikrookolja in kombinaciji CAR T celične terapije z inhibitorji imunskih kontrolnih 
točk. Z nekoliko dodatnimi spoznanji in uspešno izpeljanimi (pred)kliničnimi študijami, se CAR 
T celični terapiji obeta izjemen uspeh (Martinez in Moon, 2019). 
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